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研究成果の概要（和文）：アルコール関連死が免疫攪乱によって生じるという仮説のもとに行った研究である。突然死
モデル、頭部外傷モデル、大腿骨頭壊死モデル、熱中症モデル等を作成して解析を行った。いずれのモデルにおいても
自然免疫機構の撹乱が生じていること、それが通常の生体防御に相当する経路の活性を抑制していること、それらが臓
器死や個体死等の死因等の現象にかかわっていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that alcohol-related death can be caused by disturbance of immune 
system. We performed a variety of model rats such as a sudden death model, brain contusion model, 
ostemonecrosis of femoral head, hyperthermia and so on. In all the model rats, we confirmed the 
disturbance of immune system, especially innate immune system via TLR4, TLR7, or TLR9. In femoral head 
osteonecrosis model, we found TRIM21 can be strongly related to promote the pathogenesis.

研究分野： アルコール医学　死因究明学
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１．研究開始当初の背景 
 アルコールは法医実務で死亡者の体内か
ら少なからず検出されるが、死因との関連は
明らかではない。私たちはアルコール摂取に
よって自然免疫シグナリングの生体防御系
の破綻が死に繋がるとの仮説を下に実験を
行ってきた。飲酒者の頭部外傷後死亡を解明
するためにアルコール投与後に脳挫傷を作
成したモデルにおいては下記の図１に示し
たように 24 時間後に半数が死亡した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ アルコール前処置ラットの脳挫傷後
の生存曲線．P＜0.001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ LPS 処置ラットのアルコール投与後
の生存曲線．P＜0.001 
 
このモデルでは、脳浮腫がアルコール前処置
群で６時間後から有意に上昇すること、脳挫
傷後３時間に抗酸化剤を処置すると脳浮腫
が軽減しすべて生存することを明らかにし
た（J Neurotrauma, 2009）。この抗酸化剤に
ついては現在臨床研究倫理審査委員会の承
認を得て自主臨床研究を行っている。また、
この実験では免疫応答が乏しいことも明ら
かにし、さらに転写制御因子 NF-kappaB で
誘導される AQP4 がその浮腫形成に係わっ
ていることも明らかにした。一方、自然免疫
系を攪乱させるため少量の LPS を投与する
モデルを作成し、アルコールを投与したとこ
ろ３日以内に全ての動物が死亡した。このモ
デルにおいてはアルコール摂取後に血中の
endotoxin および IL-1βの上昇を認めてはい
るものの、心・肝・腎において TNFα等のサ
イトカインの mRNA の上昇は来していなか
った。アルコールの替わりに免疫抑制剤の一
つである methylprednisolone を投与すると

全例死亡はしないものの、大腿骨頭壊死を起
こすことを見出し、これは世界で初めてのス
テロイド性骨頭壊死ラットモデルとなった
（Rheumatology, 2009）。このモデルでは、
脂肪肝を有していること、IL-2 の上昇等を見
出し、肝臓とヘルパーＴ細胞の役割が示唆さ
れた。さらに、このモデルにおいて抗酸化剤
あるいはNO合成酵素阻害剤を投与すると投
与時期によって骨頭壊死の発生頻度に違い
が出ること、生成過程に IL-17、IFNαが関
与していることも明らかにしている。また、
アルコール性骨頭壊死モデルも世界で初め
て確立し同様に IL-17, IFN-αの上昇という
同様の知見が得られている。つまり、TLR シ
グナリング、特に IRF が関与することが示唆
された。一方、私たちは以前脂肪性肝障害の
発生機序において TLR シグナリングの
Myd88 依存経路が重要であることを明らか
にしている。また、このモデルでは肝臓内の
長鎖脂肪酸合成酵素 CPT-II の活性が低下し
ていることが知られており、この CPT-II の
遺伝的多型は急性脳症の発症に関連してい
ることが最近報告された（Human Mutat, 
2008）。 
 また、TLR4 シグナリングの下流域に iPS
細胞作成の際に必要とされている遺伝子の
一つである NANOG があることも報告され
ている（PNAS, 2009）。最近、viperin とい
うタンパクが脂肪滴と結合し TLR7 と TLR9
からのシグナル系である IRF7 エンドゾーム
で MyD88 と IRF7 と結合し、Type I IFN を
活 性 化 さ せ る こ と も 報 告 さ れ た
（Immunity,2011）。これらについては、
s-adenosyl methionine 結合タンパクの欠損
マウス（脂肪肝形成）で明らかにされている。
また、IRF3, 5, 7 の活性制御にデスドメイン
に結合するタンパクである TRIM が関与し
ていることも報告されている（JBC, 2011）。
一方、血中にあるエクソゾームにも免疫系分
子等が含まれていて臓器間輸送に関与して
いることも報告されていることが報告され
ている（Nat Rev Immunol, 2009）。 
 したがって、以上の知見を総合すると、ア
ルコール関連死の病態機構に自然免疫系の
シグナリング、特に IRF を中心とする制御系
が寄与していること、それにエンドゾームや
脂肪滴が関与していることが明らかになっ
たものの、これらの破綻が死につながること、
脂肪肝と他の臓器間との関連等等について
は、未だ明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
飲酒者の急死についてはその死亡機序が未
だ明らかではない。私たちは、動物モデルで
自然免疫を攪乱させた後アルコールを投与
すると死亡することを見出し、それについて
解析を進めてきた。自然免疫を中心とする免
疫応答の攪乱が死因に関与することを明ら
かにしたものの、その免疫応答の攪乱がなぜ
死亡に繋がるのかの臓器間分子機構につい
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ては未だ不明である。この研究では、アルコ
ールにより免疫応答の攪乱が異常な臓器間
相互作用を生じているとの仮説の下で、エク
ソゾームを抽出しその内部に存在する自然
免疫系の構成分子を同定して、その標的臓器
でのシグナルネットワークを解析し、死亡機
序の一端を明らかにすることを目的とする
とともに、急性脳症や飢餓死等、脂肪性肝障
害を伴う死因への関与も検討する。 
 
３．研究の方法 
１． 使用する動物は、Wistar 系ラット、
C57BL/6J マウス、すでに飼育中の TLR4(-/-)
マウス、TLR9(-/-)マウス、Myd88（−/−）マ
ウスである。 
２． アルコール性肝障害モデルについ
ては既報（Hepatology,1984）に従って、ア
ルコール液体飼料で４週間 pair-feeding で
作成する。 
３． アルコール性急死モデルについて
は既報（Am J Physiol, 2011）に従って、LPS
（1 mg/kg）を 24 時間間隔で２回投与した後、
EtOH を 0, 2, 4, 6 g/kg を投与して以下経時
的に血液と臓器を採取する。血液からは、既
報（Nat Cell Biol）に従って現有機器であ
る超高速遠心機を用いて密度勾配法にてエ
ンドゾームを抽出する。 
４． アルコール性大腿骨頭壊死モデル
については既報（投稿中）にしたがって作成
する間、経時的に大腿骨頭部の組織切片を作
成して、TLR 系、IRF 系、樹状細胞、破骨細
胞 を 免 疫 組 織 染 色 お よ び in situ 
hybridization でｍRNA を検出する（松本、
館田）。また、血液からは上記と同様にエク
ソゾームを抽出する。 
５． 各モデルにおいて、血中のケモカイ
ン・サイトカイン・アデイポカイン・
trypsin・MMP 等を現有機器である Luminex で
multiplex に解析する。また、心臓、肝臓、
腎臓においてすでに教室で確立した方法で
あるタンパク抽出、RNA 抽出、免疫組織染色、
in situ hybridization 等を行って免疫応答
攪乱現象を検出する。ｍRNA発現およびmiRNA
の定量については、既報にしたがって、現有
機器の Opticon および Chromo4 のリアルタイ
ム PCR 機器で行った。 
６．IRF3, IRF7, TRIM21, TLR7 あるは TLR9
等を蛍光タンパクで標識し臓器特異的に発
現するトランスジェニック動物をZENテクノ
ロジーを用いて作成し、アルコール性肝障害
モデル、アルコール性大腿骨頭壊死モデル、
アルコール性急死モデルを作成して、そのタ
ンパクの役割を検討した。 
７．エンドゾームの抽出とタンパク解析を行
って、上記のモデル動物における含有タンパ
クの確認を行った。。 
８．その蛍光標識したタンパクがどの臓器に
分布しているかを免疫組織学的に検出し、そ
の臓器障害との関係を細胞間の連関を同様
に検討した。 

 
４．研究成果 
アルコール性大腿骨頭壊死、熱中症、急性脳
症について動物モデルを確立し、これらを中
心に解析を進めた。アルコール性大腿骨頭壊
死モデルは世界で初めて確立できた。これに
おいては、NF-kappaB および IRF7 の活性上昇
が認められたのに対し、IRF3 の活性上昇はな
く、自然免疫機構においては MyD88 依存性経
路の活性化がその病態に関与していること
を明らかにした。一方、以前確立したステロ
イド性大腿骨頭壊死モデルにおいて IRF3 お
よび IRF7 の活性上昇とタイプ I のインター
フェロンの上昇を認めていることは、病態が
異なることが明らかとなった。このことはア
ルコールがNF-kappaB活性を上昇させる働き
がある一方、ステロイドは抑制する働きがあ
ることに起因している。熱中症モデルについ
ては脳スライスモデルを使用して中枢神経
系に及ぼす影響を検討したが、HSP27等の HSP
の上昇と TRV1 のバニラ受容体の上昇を認め
た。これらは熱中症モデルの治療のポイント
になる可能性がある。自然免疫系については、
TNFαや IL-1βは低下する傾向を見せ、生体
防御が低下していることも明らかにした。ま
た初代心筋細胞培養も使用して心機能に及
ぼす影響も検討した。その結果、CX43 の局在
と発現に影響を及ぼしていることが明らか
になり、熱負荷時の不整脈の発生と死因に関
する一端を明らかにした。 
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